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 の時期特異的な発現が確かめられた。このことからBTEB2が減数分裂の進行,つまり精子形成において
 重要な役割を果たしていることが示唆され,もしオスのBTEB2欠損マウスの精巣の解析が可能であれば,
 精子形成不全の表現型が現れると予想された。
 次にBTEB2遺伝子のプロモーター領域の解析を行った。BTEB2遺伝子の組織特異的発現を調べる道具
 として,この実験では先ほど述べたBTEB2を発現しているHeLa細胞にて行った。まず,転写開始点の上
 流約9kbpの領域をリポーターのルシフェラーゼ遺伝子につなげたBTEB21uc遺伝子を構築した。そしてそ
 の上流から順次削ることにより欠失変異体を作製し,HeLa細胞にトランスフェクションしルシフェラー
 ゼ活性を測定した。すると一9kbpから一!57bpまでは大きな変化はなかったが,一157bpから一137bp,一
 l17bp,一97bpと3段階で活性の顕著に下がるところが見つかった。その範囲のラットBTEB2遺伝子のプロ
 モーター領域のシークエンスの中にGCbox,CCAATbox,NF-!サイトのコンセンサス配列が存在してい
 た。それらの配列にはSp1,CBFa,NF-!といった転写因子が結合していたことを,抗体を用いたゲルシフ
 トアッセイで行った。Sp!、CBFa,NF-1といった転写因子でBTEB2の基本的な転写活性が活性化されてい
 ることはわかった。しかしこれらは種々の細胞で発現しているユビキタスな因子であるので,この因子
 がHeLa細胞でBTEB2遺伝子が強く発現しているのに重要な因子ではないと考えた。つまン)組織特異的に
 必要なエレメントはここで調べた以外の領域に存在していると示唆された。
 組織特異的発現に必要なエレメントはわからなかったが,次に組織特異的発現をするBTEB2が生体内
 でどういう生理的な機能を持っているかを調べるため,その方法としてBTEB2ノックアウトマウスを作
 成し,その表現形を解析することによって生体での機能を明らかにしょうと試みた。
 ノックアウトマウスの作成では,第2エキソンのSalIサイトにL&cZ-neoカセットを挿入したターゲッテ
 ィングベクターを構築した。常法通りES細胞にて相同組み替えを起こさせ,C57BL/6という黒いマウスの
 胚盤胞にインジェクションして,オスのキメラマウスを誕生させ,その子からヘテロ変異マウスを得た。
 ヘテロマウスはマウスと交配することによってその個体数を増やすことが可能であるが,その遺伝子型
 の判定はサザンプロッティング法かPCR法によって行った。
 BTEB2ヘテロ変異体同士の交配によって得られる子の遺伝子型をPCRにて決定し,その比をまとめた
 ところ,生後3週間以上たった成体のマウスではほぼメンデルの法則に従い野生型とヘテロ変異型のマ
 ウスが1:2の割合で生まれてきたが,ホモ変異体の個体は全く存在しなかった。一方,ヘテロ変異体
 マウスは正常に発育し,オス,メスともに生殖も可能であることがわかった。産まれてくるこどもの数
 にも野生型の場合と全く違いを見つけることができない。出生児においてもホモ変異体の個体はおらず,
 7.5日胚までさかのぼってみてもホモ変異体の個体の存在はまったく確認されなかった。
 さらに受精から早い時期での解析が必要とされた。ETEB2ヘテロ変異マウス同士の交配によって得ら
 れた,3.5日胚,つまり胚盤胞のステージにある胚からDNAを調製し,PCRを行い,遺伝子型を決定した。
 遺伝子型の識別に用いたPCRの方法はアダルトやもっと大きな胚の場合と同じであるが,鋳型となるゲノ
 ムDNAの量が非常に少ないため,感度をあげるためにアイソトープを用いたPCRを行い,アクリルアミ
 ドゲルに泳動して,イメージングアナライザーでバンドを検出した。このステージになってようやく,
 はじめてホモ変異体の個体が現れた。BTEB2ヘテロマウスの交配によって得られた,着床前の3.5日胚に
 おける形態と遺伝子型の比をまとめたところ,このステージになってようやくホモ変異体の個体が現れ,
 ほぼ!:2:1になった。発生の遅くなっている個体も多いが,母親がヘテロ変異マウスであることの
 影響があるかもしれないと推測している。ただそれを差し引いてもホモ変異体の個体は明らかに発生の
 スピードが遅くなっていた。
 この研究を進めるにあたってもっと発生の早い時期での解析が必要とされたので,BTEB2の受精卵か
 ら2細胞期,4細胞期,8細胞期,桑実胚,胚盤胞といった着床前の胚における発現をRT-PCR法で調べ
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 た。その結果,BTEB2mRNAは2細胞期から胚盤胞までコンスタントに発現が続いていることがわかっ
 た。
 BTEB2ホモ変異体マウスは少なくとも胚盤胞までは発生することがわかったが,その胚盤胞について,
 その遺伝子型ごとに形態を比較した。形態的にはどの遺伝子型の胚でも全く違いがなく,区別すること
 ができなかった。つまり,BTEB2ホモ変異体マウスは少なくとも胚盤胞までは正常な発生を見せる。
 BTEB2ヘテロマウスの交配によって得られた着床後,5.5日胚での着床部位の切片を作成し,ヘマトキ
 シリンとエオシンとで組織染色して着床しているところの形態を観察し,比較した。正常なものは
 embryonicbody胚体が形成されている。一方,ほぼ胚盤胞の形でそのまま縮退してしまった様な異常胚が
 4例確認された。野生型同士の交配ではこの様な形の異常胚が3腹分では全く見られなかったことから,
 この異常胚がBTEB2ホモ変異体の胚であると推定できた。
 ホモ変異マウスの胚盤胞がどのように形態的変化するのかを詳細に調べるために,胚盤胞をinvitroでの
 カルチャー系にて培養し,着床時期のモデルとして観察した。野生型では横に広がった核の大きいトロ
 フォブラスト細胞と立体的に盛り上がっている内部細胞塊由来の細胞ができている。これと比較してホ
 モ変異体ではどちらの細胞とも言えない形状の細胞が存在しており,明らかに正常のものとは違った形
 態をとっていた。BTEB2ホモ変異体は胚盤胞までの発生が正常に進んでも,着床期に相当する培養の時
 期では細胞の正常な分化が全く見られないことがわかった。
 胚盤胞由来の培養細胞についてBTEB2タンパク質の発現を,抗体を用いて免疫染色法にて検出した。
 Oct-4,FGF4は内部細胞塊に特異的に発現していることがすでに報告されており,遺伝子マーカーとし
 て用いた。内部細胞塊で発現していることが知られているOct-4およびFGF-4では,ヘテロ変異体の方で
 は発現しているところがあって,内部細胞塊が存在することがわかったが,ホモ変異体では染まってい
 る細胞がなく,内部細胞塊が存在しないことがわかった。またBTEB2で免疫染色を行ったところ内部細
 胞塊で発現していることもわかった。
 要約すると,BTEB2遺伝子をノックアウトしたことによってマウス胚は着床前の胚盤胞までは正常に
 発生が進むが,その直後,着床時胚が異常を起こし完全に致死となることが発見できた。その際,細胞
 がネクローシスを起こしているがその詳細な機構は不明である。BTEB2はGCボックスに結合し転写の活
 性化に働く転写因子であるから,初期胚においてもその標的となる遺伝子は多数存在すると考えられ,
 その致死のメカニズムには複雑な要因がからんでいると考えられる。着床時期に致死となる遺伝子は多
 く報告されているが,BTEB2はこれらの多数の遺伝子の発現をコントロールする可能性のある重要な転
 写因子であることが示唆された。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,種々の遺伝子のプロモーター領域に存在するGCボックスに特異的に結合し転写を活性化す
 る転写因子,BTEB2の遺伝子構造と転写調節領域の解析,また,そのノックアウトマウスの作成と解析
 を行ったものである。
 GCボックスに結合する転写因子として,Sp!が有名であり,よく解析されているが,近年10種程度の
 GCボックス特異的転写因子が見出されている,BTEB2はその中で,組織特異的発現を示す代表的な転写
 因了一であり,申請者は,その特異的発現を調べ,特に精巣での発現が,精母細胞のステージ特異的にお
 こることを見出した。さらにBTεB2遺伝子を解析し,マウスでは!4番染色体2.2Eに存在し,4つのエキソ
 ンからなることを明らかとした。また,プロモーター領域を解析し,TATAボックスがなく,GCボック
 ス,CAATボックス,NF-1結合部位がその遺伝子の発現に寄与していることを解明した。
 申請者は生理機能を解析するために,BTEB2ノックアウトマウスを作成した。.その結果,BT巳B2遺伝
 子欠損マウスは,胎生致死であることが判明した。詳細に致死に至る時期を解析し,4.5日胚の胚盤胞の
 時期に死滅することをあきらかにした。この時期は着床時にあたり,ノックアウトマウスの異常な胚の
 着床像を観察した。さらに申請者はインビトロの培養系で,初期胚の致死の原因を調べ,胚盤胞の内部
 細胞塊に異常がまず生じることを示した。これらの結果はSplノックアウトマウスではこの時期は,正常
 に発生することを考'え合わせると,BTEβ2の初期発生での重要性を示している。
 以上の結果は,申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。したがって,森大輔提出の論文は,博」』(理学)の学位論文として合格と認める。
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